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To  maintain  and  restore  the  membrane  potential  that  is  crucial  for  normal 
function of neurons, the brain requires a constant and high energy supply. This 
supply  is  mainly  covered  by  oxidative  metabolism.  When  oxygen  supply  is 
impaired on a cellular level (hypoxia), such as in the case of stroke, neural energy 
levels become  inadequate to maintain  ion balance,  leading to excessive  ion flux 
and ultimately to neural death.    
Despite the brain’s high vulnerability to hypoxia, a number of animals are exposed 
to  and  survive  hypoxia  on  a  regular  basis.  Consequently,  these  animals must 
possess  intrinsic adaptations  to hypoxia. An overview of  some of  these neural 
adaptations  is  presented  here,  with  focus  on  two  diving  animal  species,  the 
hooded seal (Cystophora cristata) and the eider duck (Somateria molissima). 
To  cover  their  energy  requirements,  mammalian  neurons  generally  seem  to 
aerobically metabolize lactate provided by astrocytes. Energy metabolism in the 
seal brain, however, appears to be organized differently with regard to the roles 
of  astrocytes  and  neurons,  possibly  reducing  oxidative  stress  in  neurons  and 
enhancing neuronal anaerobic capacity during hypoxia. In paper I we investigated 
the  role  of  glucose  and  lactate  as  fuel  sources  in  hooded  seal  neurons. We 







strategy,  some  neurons  in  the  hooded  seal  and  eider  duck  brain  display  a 
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synaptic  transmission  for at  least 3 h  in  severe hypoxia. We  found attenuated 
paired pulse facilitation in the seal hippocampus and suggest that this may reflect 
an  altered  presynaptic  calcium  regulation  in  the  seal  neurons  to mitigate  the 
detrimental effects of excessive calcium influx.  
The  presented  results  contribute  to  our  understanding  of  intrinsic  neural 
adaptations  in  hypoxia  tolerant  animals.  The  underlying mechanisms  seem  to 














severe,  such  as when  the  brain  loses  blood  supply  (ischemia)  in  the  case  of 
cardiovascular diseases. Stroke is still one of the major causes of human death in 
the western world, occurring on average every 40  seconds and  leading  to one 
death  every  4  min  in  the  USA  while  cardiovascular  diseases  kill  over  2150 
Americans every day (Mozaffarian et al., 2015). 







levels  decrease,  the Na+/  K+‐  ATPase  ion‐pump will  eventually  not  be  able  to 
maintain the ion‐balance and neurons will depolarize. This will lead to the release 
of neurotransmitters, including the excitatory neurotransmitter glutamate, which 




Whittingham,  1979).  The  excessive  intracellular  messenger  Ca2+  then  over‐
activates several enzyme systems, leading to the generation of free radicals which 














brain  glucose  utilization  is  based  on  oxidative  phosphorylation  (Erecińska  and 




















and  consequently  these  animals  should  be  particularly  well  suited  to  study 
adaptations to hypoxia. A number of such adaptations have been discovered  in 
these organisms and the understanding of their intrinsic hypoxia tolerance might 
be of high  clinical  relevance  (Bickler, 2004, Ramirez et  al., 2007,  Larson et  al., 
2014). 
This  thesis  aims  at  summarizing  the  research  on  this  topic  with  focus  on 
adaptations  to  acute neural hypoxia,  as experienced by diving  animals.  In  this 
context  I will present my own contribution  to  this  field, which  focussed on  the 














Two main  strategies  are  involved  in  hypoxia  tolerance  of  adapted  animals:  I) 
increased body oxygen reserves to prevent, or at least delay, hypoxia during times 
of  low oxygen availability;  II)  reduced oxygen demand by decreased metabolic 











specific  to  the brain, Burmester et  al.  (2000) discovered  a  third protein which 
possibly increases brain‐specific oxygen stores, namely neuroglobin (Ngb). Indeed, 
the  brain  of  minke  whales  (Balænoptera  acuto‐rostrata),  harbor  porpoises 























2002).  In  seals, however,  the ANLS mechanism might be  reversed: due  to  the 
localization  of mitochondria  and Ngb  expression  in  astrocytes  (as  opposed  to 
neurons)  it  seems  that  oxidative metabolism  is  located  primarily  in  astrocytes 
(Mitz et al., 2009, Schneuer et al., 2012). This would have the advantage that seal 
neurons  are  less  dependent  on  oxygen  and  avoid  oxidative  stress  from 
mitochondrial activity (Turrens, 2003, Halliwell, 2006, Mitz et al., 2009), e.g. upon 
re‐oxygenation. If such a reverse ANLS is present in hooded seals, we would expect 
seal  neurons  to  be well  adapted  to  anaerobic  glycolysis  and  possibly  display 
differences  in  lactate  utilization  compared  to  mice.  In  paper  I  we  therefore 
compared  spontaneous neuronal activity during hypoxia  in  cortical brain  slices 
from hooded seals and mice in vitro, providing them with glucose (10 mM) or the 







The  observed  survival  of  neurons  in  hypoxia  in  presence  of  glucose might  be 





of  activity  in  the  seal  neurons  in  the  presence  of  20 mM  lactate  suggests  an 







compared  to  in  mice,  a  value  which  is  similar  to  in  other  hypoxia‐tolerant 
vertebrates  (Kerem et al., 1973, Lutz et al., 2003). Glycogen  is mainly  found  in 
astrocytes (Cataldo and Broadwell, 1986), where it is thought to support energy 
production in hypoglycemia (Choi et al., 2003). In accordance with a reversed ANLS 
hypothesis  in seals, we would expect glycogen to be  located mainly  in neurons, 
and  active  neuronal  glycogen metabolism  has  indeed  recently  been  shown  to 
increase hypoxia tolerance even in mice (Saez et al., 2014). The exact location of 
seal glycogen stores remains to be investigated.  
My own preliminary  results  from  in  vitro  studies on hooded  seal hippocampal 
slices seem to contradict the results described above: slices provided with lactate 
as a fuel‐source lost synaptic transmission around 20 min into hypoxic conditions, 
and  did  not  recover  when  reoxygenated  (n=4,  Geiseler,  unpublished 
observations). Hypoxia in a glucose substrate was tolerated for any lengths of time 






ANLS,  it  is surprising that some seal neurons maintain activity during hypoxia  in 
lactate  and  aglycemia  (cortex) much  longer  than  others  do  (hippocampus).  A 
possible explanation might be a selective vulnerability of certain brain regions to 
hypoxia (Cervos‐Navarro and Diemer, 1991) and indeed neurons of the CA1 region 




neurons  might  survive  by  reducing  activity  to  prevent  energy  depletion  as 
suggested  by  Hochachka  some  30  years  ago  (Hochachka  and  Dunn,  1983, 





(Lutz  and  Nilsson,  2004,  Jackson  and  Ultsch,  2010).  Diving  animals  usually 
experience  much  shorter  episodes  of  hypoxia  than  hibernating  animals. 






1983,  Folkow  and Blix,  2010).  This  reserves  the  available  resources  for  critical 

















when ATP  levels are  low.   The  resulting hyperpolarization attenuates neuronal 
excitability  and  thereby  reduces  activity  (Hansen,  1985,  Fujimura  et  al.,  1997, 






do not seem  to account alone  for  the observed shutdown response  to hypoxia 
(paper II).   
Adenosine	
The neuromodulator  adenosine  could be  an  additional protective  agent  in  the 
shutdown  response. Besides  activating KATP‐channels, ATP depletion  leads  to  a 
proportionally greater release of adenosine than other ATP breakdown products, 
















1997, Buck and Bickler, 1998, Buck, 2004) which  further contributes  to  reduce 






neurotransmitters.  In  the  anoxia  tolerant  painted  turtle,  the  inhibitory 
neurotransmitter GABA seems to reduce electrical activity in response to anoxia, 
both by inhibiting depolarizing ion current and suppressing excitatory glutamate 



















squirrel  (Spermophilus parryii), displayed a delayed and attenuated  increase  in 
hippocampal  glutamate  concentration  (Drew  et  al.,  2013).  In  a  similar micro‐
perfusion setup, using cerebellar slices of eider duck and chicken (Gallus gallus) in 
vitro we compared  the efflux of glutamate,  serine and  in addition  the possibly 
neuroprotective amino acid glycine. The  latter  is upregulated  in  the  freshwater 
turtle in response to anoxia and might be involved in attenuating neuronal activity 
(Nilsson, 1990, Nilsson et al., 1990). When exposed to hypoxia, the efflux of all 
compounds  from  both  eider  duck  and  chicken  brain  slices  tended  to  increase 





we  adapted  the widely  used method  of  evoked  field  excitatory  post  synaptic 











neurons  (Andersen,  1960).  The  selective  vulnerability  to  brain  ischemia  of  the 
hippocampus, and especially the CA1 region (Schmidt‐Kastner and Freund, 1991, 





at  least  3  h  in  severe  hypoxia  (paper  III).    Notably,  also  for  the  synaptic 
transmission, we observed a depression in activity (fEPSP) in response to hypoxia. 
The  signal,  however,  always  remained  at  around  30 %  of  the  initial  strength. 
Possible mechanisms for the reduction in neuronal activity in response to hypoxia 
are  discussed  above  but  remain  to  be  investigated  in  the  hooded  seal.  As 
mentioned, adenosine has an  inhibitory effect  in non‐hypoxia‐tolerant animals 
and  is  also  upregulated  in  the  turtle  in  response  to  hypoxia.  Since  synaptic 
transmission in the naked mole‐rat is much less inhibited by adenosine than in rats 
(Larson  and  Park,  2009),  adenosine  might  not  be  directly  involved  in  the 
immediate  shutdown  of  activity.  The  underlying  reason  is  possibly  an  altered 
presynaptic  calcium  regulation  in  hypoxia  tolerant  neurons  in  mammals,  as 
discussed below.  
Calcium	regulation	
Even  though  moderate  increase  of  intracellular  calcium  seems  to  be 
neuroprotective (Bickler and Fahlman, 2004), the excessive glutamate‐mediated 
influx of  calcium  is one of  the principal  causes of hypoxic damage  (Lutz et al., 
2003).  Reduced  Ca2+  influx  was  indeed  observed  in  hypoxia‐tolerant  animals 
(Bickler  and Gallego,  1993,  Peterson  et  al.,  2012a)  but  the  exact mechanisms 




short‐term neuroplastic phenomenon of paired pulse  facilitation  (PPF)  (Zucker, 
1989, Larson and Park, 2009) and also in the hooded seal we found significantly 
attenuated PPF compared to reindeer or mouse.  According to the residual calcium 
theory  (e.g. Katz and Miledi, 1968 and Zucker, 1989)  the  saturation of calcium 
binding  proteins,  such  as  calbindin  d28k, might  be  responsible  for  a  transient 
increase in Ca2+ in synaptic terminals immediately after excitation (Blatow et al., 
2003).  It  was  shown  that  an  increase  in  calbindin  d28k  or  the  presence  of 
parvalbumin  suppresses  PPF  (Chard  et  al.,  1995, Caillard  et  al.,  2000).    In  this 












mechanisms  have  been  investigated  in  hypoxia‐tolerant  animals.  Excitability 
seems to be generally reduced, indicated by beta‐opioid mediated suppression of 
NMDA  receptor  currents  in  the  turtle  brain  (Pamenter  and  Buck,  2008)  and 

















2008).  Neonatal  rats  exhibit  decreased  glutamate mediated  calcium  influx  in 
response  to  hypoxia  (Friedman  and Haddad,  1993,  Bickler  and Hansen,  1998) 
similar  to  turtles or naked mole‐rat  (Bickler and Gallego, 1993, Peterson et al., 
2012a). More parallels in the naked mole‐rat to neonate terrestrial mammals are 
a retention of neonatal NMDA subunits (Peterson et al., 2012b) and the absence 





briefly  mention  ischemic  preconditioning  (IPC).  Exposing  the  brain  to  short 
durations  of  ischemia  (i.e.  IPC)  seems  to  trigger  intrinsic  neural  protective 
mechanisms (e.g. Gilchrist and Gidday, 2013). Those protective mechanisms are 
strikingly  similar  to  what  we  observe  in  “true”  hypoxia‐tolerant  animals:  IPC 
suppresses  for  example  excitotoxicity  due  to  increased  GABA  and  decreased 
glutamate  release  (Dave  et  al.,  2005)  and  activates  neuroprotective  pathways 
(Raval  et  al.,  2007,  Dave  et  al.,  2008).  The  detailed mechanisms  of  IPC  are, 








Summarizing  the  research  done  on  intrinsic  hypoxia  tolerance,  it  seems  that 
adapted brains have several defense mechanisms against the detrimental steps 
described  in  figure  1.   Hypoxia‐tolerant  neurons  1) maintain  adequate  energy 
levels by  focusing energy supply or switching  to alternative metabolism and by 
decreasing  energy  demand  due  to  a  reduction  of  neuronal  metabolism  and 
activity; 2) maintain ion balance and membrane potential by reducing ion flux; 3) 
attenuate  release  of  neurotransmitters  (glutamate)  and  activation  of 
NMDA/AMPA receptors; 4) attenuate influx of Ca2+ and release from intracellular 
stores  and  thereby  prevent  Ca2+‐overload,  and  possibly  buffer  excessive 
intracellular  Ca2+  concentrations;  5)  inhibit  detrimental  enzyme  systems  and 
prevent production of free radicals and 6) employ various repair and maintenance 
systems to prevent neuronal degradation (fig 2).  
This  thesis  sheds new  light on  intrinsic neural adaptations  to hypoxia of diving 
animals. It was shown that KATP‐channels are present in the eider duck brain and 
possibly  involved to some extent  in a protective shutdown response to hypoxia 
(paper  III). Furthermore,  it was shown that the hooded seal  is able to maintain 
neuronal  activity  even  in  the  absence  of  glucose,  possibly  due  to  increased 














mammalian  brain.  It  would  be  for  example  possible  to  perform  live  calcium 
imaging  (Lattarulo et al., 2011) while performing evoked  fEPSP experiments  in 
hypoxia, similar to what we did  in paper  III, simultaneously  (Pozzo Miller et al., 





Figure 2: Hypoxia  tolerant‐neurons  in hypoxia: 1 energy  levels  remain adequate, 2  ion 
balance  and  membrane  potential  is  maintained,  3  attenuated  release  of 
neurotransmitters  (glutamate) and activation of NMDA/AMPA  receptors, 4 attenuated 
influx of Ca2+ and release from intracellular stores, preventing Ca2+‐overload, 5 inhibition  

















was not consistent,  some of  the  slices displayed  sustained activity  throughout, 





























All  experiments  were  performed  in  accordance  with  the  Norwegian  Animal 
Welfare  Act  and  current  Norwegian  Regulations  on  the  Use  of  Animals  in 
Experimentation.  Animal  suffering  was  consequently  kept  to  an  absolute 































Hypoxia  Lower  than normal /  inadequate oxygen supply  to an organ or a 
tissue 
Ischemia  Insufficient supply of blood (perfusion) to an organ or a tissue 
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